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乱化学物質の科学的現状に関する全地球規模での評価書である『The State of the 










行動異常、雌性生殖器疾患）を誘発すること（Newbold et al. 2008; Fox et al. 2012; Juliandi 
et al. 2015; Sakai et al. 2018）、そして、ビスフェノール A（BPA）をはじめとした環境
化学物質が、低用量であっても生体機能に悪影響を及ぼす恐れ（異常行動、免疫機能
障害、妊孕性の低下）（Vandenberg et al. 2012）が報告されている。すなわち、親世代
の配偶子形成から受精を経て発生期および生後の発達期までの時期での化学物質暴
露が、低用量であっても、個体の成熟後に中枢神経・免疫・生殖機能に影響を及ぼす















ンを含有した蚊帳が利用されており（Phillips-Howard et al. 2003）、その人畜に対する
毒性の低さと汎用性から、農業用、家庭用として世界中で広く用いられている







































果を示す（Aldridge 1990; Soderlund et al. 2002）。しかし、ペルメトリンを含むピレスロ
イド系殺虫剤は、昆虫と同様の作用機序で、哺乳類のニューロンにおいても、電位依
存性ナトリウムチャネルの開口を延長させ、脱分極を生じさせる（Narahashi 1985; 
Vijverberg and Bercken 1990）。そして、電位依存性ナトリウムチャネルが、哺乳動物に
おけるピレスロイドの神経毒性作用の重要な標的であるという広範な合意がある
（Soderlund 2012）。そのため、ピレスロイド系殺虫剤は、標的以外の動物に対しても
神経毒性を持つ場合があり（Bjørling-Poulsen et al. 2008）、実際に哺乳類の神経系に悪
影響を及ぼす恐れがあることを示す多くの研究が存在する（Ray and Fry 2006）。ペル
メトリンを含め、ピレスロイド系殺虫剤の成熟動物への神経毒性については十分な報










実験の概要は図 1 に示した。ペルメトリン（cis/trans mixture, Toronto Research 
Chemicals Inc., Toronto, ON, Canada）はまず、溶媒としてエタノールに溶かし、完全に




摂取許容量（Acceptable Daily Intake; ADI）である 0.05mg/kg/day（FAO and WHO, 1987）
に基づき、これに相当する 0.3ppm となるよう調整した。6 週齢から 8 週齢まで、ペル
メトリンを雌雄マウスに連続的に飲水投与した。次に、交配のため雌雄マウスを 1 週
間同居させた。この間も、ペルメトリンを連続的に飲水投与した。1 週間後、雌雄を
分離し、妊娠雌 1 匹/1 ケージで引き続き飲水投与を行なった。出産後、産仔を 4 週齢
で離乳させるまで、雌親にペルメトリンを飲水投与した。産仔は離乳後、4 週齢から
12 週齢まで、それぞれ 4 匹/1 ケージで飼育した。行動試験は生後 10 ~ 11 週齢時に行










（Tanemura et al. 2009）に基づき、いくつかの改変を加えて行った。画像解析ソフト
（Image OF2, Image LD2, and Image FZ2; O’Hara & Co., Ltd., Tokyo, Japan）は、ImageJ
プログラムを使用して開発された。すべての試験は、同一の雄マウス（各群 12 匹）





を用い、マウスの自発運動量を 10 分間測定した。LED 照明は、フィールドの中心よ
り約 50cm 上方に配置された（フィールド中央の照度：25 Lux）。マウスの行動は、オ
ープンフィールド中央の上方に配置された CCD カメラを用いて測定した。各行動パ









れられ、試験開始から 60 秒後にトンネルのドアを実験者の操作により開放し、5 分
間開口部を通して 2 つの部屋を自由に移動させた。マウスの行動は、各部屋の上方に
それぞれ配置された CCD カメラを用いて測定した。行動パラメータは、不安関連行







して、マウスを個別に条件づけチャンバーに入れ、40 秒後に 6 回の音刺激と電気刺激













統計解析には JMP11 ソフトウェア（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用い、スチ

























































は扁桃体依存性が高いとされている（Phillips et al. 1992）。本研究では、ペルメトリン
暴露群において海馬依存性が高いとされる空間-連想記憶試験において有意な差はみ
られなかった。これは、ラットにおいて海馬を損傷させても代償機構がはたらくこと
により恐怖文脈条件づけが成立するという報告（Wiltgen et al. 2006）から、海馬以外
の神経回路の補償機構がはたらいたことが原因かもしれない。しかし、ラットで背側
海馬を損傷させた個体では、恐怖文脈条件づけ後の長期記憶を保持できないことが報
告されている（Zelikowsky et al. 2012）。そのため、今回の空間-連想記憶試験の結果に
ついても、条件づけ後、間隔を空けて試験した場合、ペルメトリン暴露群ではっきり
とした行動影響が現れるかもしれない。また、扁桃体は恐怖の古典的条件づけにおけ
















































ーロン、アストロサイト、オリゴデンドロサイトに分化する（Okano and Temple 2009）。
これらの細胞は、中枢神経系において機能的役割を果たしているが、様々な環境要因








摘出し、メタカン液（メタノール：クロロホルム：酢酸 = 6 : 3 : 1）または 10%中性緩
衝ホルマリン液（Nacalai Tesque, Kyoto, Japan）で固定した。エタノールで脱水処理の
後、キシレン（Nacalai Tesque）に合計 4 時間組織を浸漬し、透徹処理を行った。次に
組織をパラフィンオーブン内で 60℃に温めたパラフィン（Fisher Scientific, NH, USA）
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脱落など）を観察するため、染色像は BX63 光学顕微鏡で観察し、付属の cellSens ソ




で段階的に再水和し、蒸留水ですすぎ、HistoVT One（Nacalai Tesque）により 90℃、
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30 分で抗原賦活化処理した。切片を Blocking One（Nacalai Tesque）と共に 4℃で 1 時
間ブロッキング処理し、その後、一次抗体処理を行い、4℃で一晩インキュベートし
た。一次抗体には以下のものを用いた：rabbit polyclonal anti-doublecortin（DCX; Abcam, 
Cambridge, UK, ab18723; 200 倍希釈）、rabbit monoclonal anti-neuronal nuclei（NeuN; 
Abcam, ab177487; 300 倍希釈）、goat polyclonal anti-SRY-related HMG-box 2（SOX2; Santa 
Cruz Biotechnology, CA, USA, sc-17320; 300 倍希釈）、rabbit monoclonal anti-glial fibrillary 
acidic protein（GFAP; Abcam, ab68428; 300 倍希釈）、mouse monoclonal anti-myelin-
associated glycoprotein（MAG; Abcam, ab89780; 300 倍希釈）。リン酸緩衝生理食塩水
（PBS；Nacalai Tesque）で洗浄後、二次抗体として Alexa Fluor 488 および 555 標識抗
体（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; 1000 倍希釈）を用い、4℃で 2 時間処理した。核は
Hoechst 33342（Nacalai Tesque; 5,000 倍希釈）で染色した。一次抗体および二次抗体、
Hoechst は、Blocking One および PBS の混合溶液で希釈した。染色像は、BZ-X710 蛍











参考にした（Oishi et al. 2016）。計測領域は 50µm の幅とし、海馬歯状回の顆粒細胞層
（GCL）における上側 2 カ所、下側 2 カ所の平均値を NeuN 陽性細胞数とした。SOX2
は神経幹細胞の自己複製および神経幹細胞マーカーとして広く利用されている
（Graham et al. 2003; Favaro et al. 2009）。また、神経幹細胞は海馬歯状回の顆粒細胞下
層（SGZ）に存在する（Wang et al. 2016）。そのため、本研究では SGZ 全体における
SOX2 陽性細胞をカウントした。各神経細胞について、1 個体あたり 9 スライド観察
したのち、各個体 1 スライドあたりの細胞数を算出し、各群でその値を比較した。各
細胞の計測領域および用いた脳切片の範囲については図 8 に示した。 
 
統計解析 















に比べ DCX（新生ニューロンマーカー）の強いシグナルが観察された（図 10A-d, e）。
また、DCX 陽性細胞数は、コントロール群に比べてペルメトリン暴露群で有意に増加
した（コントロール群: 38.37 ± 5.78; ペルメトリン暴露群: 50.48 ± 4.12; p < 0.05）
（図 10B）。NeuN（成熟ニューロンマーカー）および SOX2（神経幹細胞マーカー）
の陽性細胞数は、コントロール群とペルメトリン暴露群との間に有意な差はみられな
かった（NeuN, コントロール群: 34.20 ± 1.79; ペルメトリン暴露群: 34.81 ± 3.10; 


























エネルギー源の供給などに関与する（Kimelberg and Katz 1985; Schousboe et al. 2004; 
Pierre and Pellerin 2005）。加えて、ニューロンが未熟な状態から成熟して、ニューロン
どうしが結合する（シナプス形成）過程でのアストロサイトの関与（Song et al. 2002a, 
2002b; Hama et al. 2004）や、in vivo において、アストロサイトが記憶形成を助ける働


























































性を示す（Kojima et al. 2004; Sun et al. 2014）こと、精巣ライディッヒ細胞のミトコン
ドリア膜を損傷し、テストステロン生合成に影響を及ぼす（Zhang et al. 2007）こと、
さらに DEET（忌避剤）との複合暴露によって、次世代以降の生殖器疾患増加の原因















酢酸 ＝ 6 : 3 : 1）を使用し、4℃で 24 時間固定した。次に精巣をカッターで半分に切
断し 100%エタノールで 2 回オーバーナイトしたのち、キシレンに合計 4 時間組織を
浸漬し、透徹処理を行った。組織をパラフィンオーブン内で 60℃に温められたパラフ









ン期、ディプロテン期の精母細胞、減数分裂期、ステップ 1 から 16 までの精子細胞
がそれぞれ決まった組み合わせで存在する。マウスの精細管は 12 の「ステージ」に

















上に載せ、30 分間染色した。その後 1－ブタノール（Nacalai Tesque）で脱水・脱色を
15 分間行い、封入した。メチルグリーン・ピロニン染色は核酸染色法のひとつであり、
DNA を含む核質部分が緑、RNA を含む核小体および細胞質が赤に染色される。染色






Ribonuclease A（RNase A）処理による核酸の蛍光染色 
メチルグリーン・ピロニン染色により RNA の蓄積と定義したものが RNA のみで
構成されているのか確認するため、DNA を認識する Hoechst と、DNA と RNA を認識
する Propidium Iodide（PI；Nacalai Tesque）を用いて核酸の蛍光二重染色を行った。作
製した精巣切片において、キシレンによる脱パラフィン、エタノールによる再水和処
理をし、洗浄後、PBS を溶媒として Hoechst と PI 処理をした。希釈倍率はそれぞれ
5000 倍と 2000 倍とした。反応は、4℃のモイストチャンバー内で 2 時間行った。反応
後、BX63 蛍光顕微鏡で観察を行い、付属の cellSens ソフトウェアを用いて画像を取




RNA の蓄積や異常は、様々な疾患に関与することが示唆されている（Cooper et al. 
2009）。加えて、メチルグリーン・ピロニン染色は異常細胞の検出に使用されている
（Mateus et al. 2008）。そのため、メチルグリーン・ピロニン染色における RNA の蓄
積がみられる精細管横断面について、各個体それぞれ 8 視野（704μm×528μm /field）
で観察し、出現頻度（%）＝（RNA の蓄積がみられる精細管横断面の数）/（観察した
精細管横断面の数）×100 として、各群でその割合を算出した。各群の精巣は n = 6 と
31 
 
し、1 精巣あたり精細管横断面は 60 個以上観察した。指標として、①蓄積の長径が





で段階的に再水和し、蒸留水ですすぎ、HistoVT One により 90℃、30 分で抗原賦活化
処理した。切片を Blocking One と共に 4℃で 1 時間ブロッキング処理し、その後、一
次抗体処理を行い、4℃で一晩インキュベートした。一次抗体には以下のものを用い
た：rabbit monoclonal anti-SOX9（Abcam, ab185966; 200 倍希釈)。PBS で洗浄後、二次
抗体として Alexa Fluor 488 標識抗体（1,000 倍希釈）を用い、4℃で 2 時間処理した。
核は Hoechst（5,000 倍希釈）および PI（2000 倍希釈）で染色した。一次抗体および二
次抗体、Hoechst は、Blocking One および PBS の混合溶液で希釈した。染色像は、BZ-








てセルトリ細胞の核を Hoechst、PI で確認することでカウントした。1 精細管横断面
あたりのセルトリ細胞数＝（観察されたセルトリ細胞数）/（観察した精細管横断面の
数）×100 として、各群でその割合を算出した。各群の精巣は n = 6 とし、1 精巣あた
り精細管横断面は 60 個以上観察した。 
 
統計解析 
統計解析には JMP11 ソフトウェアを用い、スチューデントもしくはウェルチの t 検












RNase A 処理による核酸の蛍光染色 
RNase A 処理前の切片では、精細管横断面内の細胞すべての核が Hoechst で青く、
PIで赤く染色され、RNA の蓄積と考えられる箇所に PIが特に強く反応していた（図
16B, E:矢頭）。RNase A 処理後の切片において、この蓄積像（DNA、RNA を認識する




ン暴露群において有意に高く（コントロール群: 5.90 (4.43 - 7.27) %; ペルメトリン暴








群に比べ、ペルメトリン暴露群において有意に低かった（コントロール群: 18.24 ± 1.44; 
34 
 
ペルメトリン暴露群: 16.57 ± 0.66; p < 0.05）（図 18B）。 
 
4-4 考察 
 生殖内分泌系へのペルメトリンの影響についての報告はいくつかある（Kim et al. 





















































































る（Vester et al. 2016; Abreu-Villaça et al. 2017）。加えて、ピレスロイド系殺虫剤への長
期にわたる低用量での暴露は、パーキンソン病やアルツハイマー病などの神経変性疾





































































































































































図 3. 産仔の体重変化 
A) 実験期間中の産仔（2~9 週齢）の体重変化 
B) 行動試験前後（10 週齢および 12 週齢）における産仔の体重 




































図 4. オープンフィールド試験の結果 
A) 総移動距離、B) 中央滞在時間、C) 平均移動速度、D) 移動回数 





































図 5. 明暗往来試験の結果 
A) 明室移動距離、B) 明室滞在時間、C) 転室回数、D) 暗室待機時間（明室へ初めて入る 
までにかかった時間） 























































































































































図 9. マウス（12 週齢）海馬の HE 染色像 
C, F: CA1 領域、D,G: CA3 領域、E, H: 歯状回 
コントロール群: A, C–E、ペルメトリン暴露群: B, F–H. 








































図 10. 新生ニューロンマーカー（doublecortin; DCX）による免疫組織化学 
A) マウス（12 週齢）海馬歯状回における DCX の発現、B) 各群における DCX 陽性 
細胞数の比較 
コントロール群: a–c, g–i, m–o、ペルメトリン暴露群: d–f, j–l, p–r 
Scale bars, 300 µm (a, d, g, j, m, p), 200 µm (b, e, h, k, n, q), 20µm (c, f, i, l, o, r). 
































図 11. 成熟ニューロンマーカ （ーNeuN）および神経幹細胞マーカ （ーSOX2）による免疫組織化学 
A) マウス（12 週齢）海馬歯状回における NeuN および SOX2 の発現、B, C) 各群における NeuN 
および SOX2 陽性細胞数の比較 
コントロール群: a, b, e, f, i, j, m, n、ペルメトリン暴露群: c, d, g, h, k, l, o, p  
Scale bars, 200 µm (a, c, e, g, i, k, m, o), 20 µm (b, d, f, h, j, l, n, p). 



































図 12. アストロサイトマーカー（GFAP）によるマウス（12 週齢）海馬歯状回の免疫組織化学 
コントロール群: A–C, a–c’、ペルメトリン暴露群: D–F, d–f’ 



































図 13. オリゴデンドロサイトマーカー（MAG）によるマウス（12 週齢）海馬歯状回の免疫組織化
学 
コントロール群: A, B, E, F, I, J、ペルメトリン暴露群: C, D, G, H, K, L 








































図 14. マウス（12 週齢）精巣における精細管横断面の HE 染色像 
コントロール群: A, B、ペルメトリン暴露群: C, D 



























図 15. マウス（12 週齢）精巣における精細管横断面のメチルグリーン・ピロニン染色像 
*: RNA の蓄積と考えられる染色像が確認された精細管横断面  













































図 16. RNase A 処理による核酸の蛍光染色 
白い矢頭: PI シグナルの消失 

































図 17. メチルグリーン・ピロニン染色による、RNA の蓄積がみられる精細管横断面の割合 
箱ひげ図について、箱内の垂直線は中央値を表す。箱は 25-75 パーセンタイルを表す。ひ 
げの上端と下端はそれぞれ最大値と最小値を表す。箱ひげ図の上の数値は、観察した精細 
管横断面数に対し、RNA の蓄積が観察された精細管横断面数を表す。 




































図 18. セルトリ細胞マーカー（SOX9）による免疫組織化学 
A) マウス（12 週齢）精巣におけるセルトリ細胞マーカー（SOX9）を用いた免疫組織化学、
B) 各群における SOX9 陽性細胞数の比較 
コントロール群: A-H、ペルメトリン暴露群: I-P、白い矢頭: セルトリ細胞 
Scale bars, 100 μm (A-D, I-L), 50 μm (E-H, M-P). 
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